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生体バリアである皮膚と消化管における抗原特異的アレルギ
ーの発症に関与する責任細胞の解析と創薬研究 
(Studies on the key effector cells involved in the  
development of allergic diseases in skin and gut and the 
evaluation of their potential therapies) 
皮膚と消化管は共に外界とのインターフェイスに位置し、常に細菌等の微生物や異種抗原等の
様々な侵襲に曝されている。皮膚と消化管には生体防御の最前線として、これらの侵襲から生体を
守るために、全身免疫系とは異なる独自の免疫系が存在し、生体バリアとして機能している。皮膚
では、病原性の外来抗原に対して、皮膚バリア構造がこれらの抗原の侵入を阻止し、さらに、皮膚
組織特異的なランゲルハンス細胞等の免疫細胞は先制的に抗体産生を誘導する。消化管では、樹状
細胞やマクロファージ、各種リンパ球が病原性微生物等の排除に働き、一方で食物抗原等の生体に
とって有益で無害な抗原に対しては、免疫寛容を誘導する。 
近年、アレルギー疾患の患者数は急増しているが、アレルギー疾患の発症機序には未だに不明な
点が多く、また、根本的な治療方法も確立されていない。現在、多くのアレルギー疾患に皮膚や消
化管の生体バリア機能の破綻が深く関与していると考えられている。さらに、最近、皮膚バリア構
造の破壊による経皮的な食物抗原の侵入が、消化管における免疫寛容の誘導を阻害し、食物アレル
ギーの発症の原因となることが報告され、皮膚と消化管という異なる末梢組織での異なる免疫系が
密接に関連していることも明らかになってきた。 
そこで本研究では、皮膚および消化管における抗原特異的アレルギーである花粉特異的アレルギ
ー性皮膚炎病態モデルおよび卵白アルブミン特異的食物アレルギー病態モデルを用いて、免疫応答
に関与する免疫細胞やサイトカイン等に関して、アレルギー症状が誘導される末梢組織（皮膚およ
び消化管）の違いによる相違点や類似点を検討するとともに、これらの基盤的研究に基づく根本的
治療法の確立に繋がる新しい薬物治療方法について検討した。 
第一章 花粉特異的アレルギー性眼周囲皮膚炎モデルにおけるマクロファージ遊走阻止因子（MIF）
の病態生理学的役割 
花粉の飛散時期には、鼻炎や結膜炎等の花粉症症状に伴い、眼囲や頬等に痒みが生じる場合があ
り、花粉皮膚炎と呼ばれる。炎症性サイトカインである MIF は、同時に多くの生理反応に密接に
関与する重要な生理活性物質でもあり、本研究第一章では、MIFトランスジェニック（MIF Tg） マ
ウスおよび MIF ノックアウト（MIF KO）マウスを用いて花粉特異的な眼周囲皮膚炎・結膜炎モ
デルを作製し、炎症部位への好酸球浸潤におけるMIFの役割を検討した。 
皮膚アレルギーにおいて、好酸球浸潤は細胞内顆粒の分泌やサイトカイン産生等により周囲の組
織構築細胞や免疫細胞の活性に大きな影響を及ぼすため、非常に重要な病態生理学的役割を果たし
ている。本研究では花粉の皮下投与および腹腔内投与により感作を誘導し、その後点眼刺激により
花粉特異的アレルギー性眼周囲皮膚炎および結膜炎を誘導した。花粉抗原の点眼刺激から 24 時間
論 文 内 容 の 要 旨
後に眼周囲の組織を採取し、各部位への好酸球浸潤を組織学的に解析した。さらに、眼周囲皮膚か
ら RNA を抽出し、各種炎症性サイトカインおよび強力な好酸球選択的遊走活性を有するケモカイ
ンである eotaxin の遺伝子発現を解析した。また、野生型（WT）マウスの背部皮膚から摘出した
線維芽細胞を培養し、MIF、IL-4、および IL-13の添加や、MIFの受容体としての働きが報告され
ている CD74に特異的な siRNAの導入を行い、eotaxinタンパク産生に及ぼす影響を検討した。 
その結果、WTマウスに比較してMIF Tgマウスでは花粉特異的な好酸球浸潤の亢進が認められ、
MIF KOマウスでは好酸球浸潤の抑制が認められた（WT: 3.0 ± 0.3 cells/field、 MIF Tg: 4.6 ± 0.4 
cells/field、 MIF KO: 1.4 ± 0.9 cells/field、 P<0.05[Tg vs WT]、 P<0.005[KO vs WT]）。また、
eotaxinや IL-4、 IL-13等の遺伝子発現についてもWTマウスに比較してMIF Tgマウスでの発現
亢進およびMIF KOマウスでの発現抑制が認められた。さらに、線維芽細胞を用いた in vitro解析
から、MIF、IL-4および IL-13 の添加により eotaxinタンパク産生は亢進し、そこに CD74 siRNA
の導入を行うことで、MIFによる eotaxinタンパク産生の亢進は抑制された（P<0.05）。 
以上のことから、花粉特異的アレルギー性皮膚炎モデルにおいて、MIF、 IL-4および IL-13は
線維芽細胞での eotaxin遺伝子の発現を誘導し、それにより眼周囲の皮膚への好酸球の浸潤を促進
すること、さらに MIF による eotaxin 誘導には CD74 が関与する可能性が示された。また、好酸
球浸潤の増多に対してマスト細胞は眼周囲皮膚への浸潤増多を認めなかった。このことから、マス
ト細胞の活性化抑制を中心とした抗アレルギー薬とは異なる作用機序で、MIF または CD74 特異
的な阻害薬が花粉皮膚炎に対して有用となる可能性が示された。 
第二章 食物アレルギー病態モデルを用いた食物アレルギーに対する経口免疫療法モデルの確立
と葛根湯との併用治療の有効性の検討 
食物アレルギーは未だ治療方法が確立されておらず、治療方法は症状を抑える対症療法や原因抗
原除去食による食事療法に限られているため、早急な治療方法の確立が強く求められている。食物
アレルギー疾患に対する経口免疫療法（OIT）は有望な根本的治療法として期待されているが、安
全性と有効性には未だ多くの点で問題があり研究段階の治療方法である。 
富山大学和漢医薬学総合研究所消化管生理学研究室では、これまでに食物アレルギーモデルの病
態解析から大腸の粘膜型マスト細胞が発症の責任細胞であることを見出している。さらに、漢方薬
の葛根湯は粘膜型マスト細胞の浸潤の抑制および大腸粘膜固有層（LP）での制御性 T細胞（Foxp3
陽性 CD4 陽性細胞） の誘導を介してアレルギー症状の発症を抑制することを明らかにしている。
しかし、現状では葛根湯の予防的投与のみによる致死的疾患でもある食物アレルギーの治療は実施
が困難であること、また、制御性 T 細胞の誘導は OIT の治療機序に重要であることから、本研究
第二章では、マウス OIT 治療モデルを確立し、OIT 実施時における葛根湯の併用投与の効果を検
討した。 
鶏卵白アルブミン（OVA）を食物抗原としてアレルギー性消化器症状を発症する食物アレルギー
病態モデルを作製し、その後、 OVAの 1日当たりの投与量を低用量から漸次増量させて経口投与
を行い、OITモデルを作製した。OITに葛根湯を併用した群（OIT+葛根湯群）では OVA投与の 1
時間前に葛根湯（500 mg/kg）を投与した。その結果、OIT群では、未治療群に比較して消化器症
状の発症率が有意に低下し、食物アレルギーに対する治療効果が認められた。OIT+葛根湯群では、
発症率がさらに低下し、未治療群および OIT群に比較して有意に治療効果の亢進が認められた（発
症率: 未治療 89.1%、OIT 56.3%、OIT+葛根湯 33.3%、P<0.01 [OIT vs OIT+葛根湯]、P<0.001[未
治療 vs OIT、未治療 vs OIT+葛根湯]）。各群のマウスの近位結腸から抽出した mRNAを用いた
網羅的遺伝子発現解析の結果、未治療群で発現上昇が認められた Th2型免疫応答関連遺伝子はOIT
群で低下し、OIT+葛根湯群ではさらに低下した。また、OIT+葛根湯群では、粘膜型マスト細胞の
指標である mMCP-1 の血漿中濃度の有意な低下が認められた。さらに、LP における CD4 陽性細
胞中の Foxp3 陽性制御性 T 細胞の割合は、未治療群に比較して OIT 群で有意に増加し、OIT+葛
根湯群では、未治療群および OIT群に比較して有意に増加した（未治療 20.9 ± 1.1%、OIT 24.2 ± 
1.0%、OIT+葛根湯 27.7 ± 1.2%、P<0.05 [未治療 vs OIT、OIT vs OIT+葛根湯]、P<0.001 [未治
療 vs OIT+葛根湯] ）。また、網羅的遺伝子発現解析に基づいた IPAによるパスウェイ解析の結果、
レチノイド代謝関連遺伝子の発現が OIT+葛根湯群で有意に変動した。さらに、リアルタイム
RT-PCR解析の結果、レチノイン酸分解酵素CYP26B1の発現がOIT+葛根湯群で有意に低下した。 
以上のことから、OITに葛根湯を併用することにより、治療効果の亢進が認められ、OITでの葛
根湯併用投与の有用性が明らかとなった。さらに、葛根湯の併用は、OIT治療期に Foxp3陽性 CD4
陽性制御 T細胞を LPに誘導するとともに粘膜型マスト細胞の脱顆粒を抑制することが明らかとな
った。また、葛根湯の併用療法における制御性 T細胞の誘導には、レチノイン酸の分解抑制による
腸管でのレチノイン酸量の増加が関与することが示唆された。 
 
本研究では、2種類のアレルギー疾患モデルマウスを用いて、皮膚と消化管での発症機序の解析
を行い、治療標的分子の探索や新規治療方法の検討を行った。 
皮膚アレルギーモデルでは、炎症部位への MIF 依存的な好酸球浸潤が認められ、その機序には
MIFによる線維芽細胞での eotaxin遺伝子の発現亢進が関与することが示された。 
また、食物アレルギーモデルでは、発症機序に粘膜型マスト細胞の浸潤増多が関与するが、葛根
湯の治療機序においては制御性 T細胞の増加が関与する。本研究では、OITと葛根湯の併用治療は
制御性 T細胞の誘導亢進を介してアレルギー症状を抑制することを明らかにした。 OIT 治療にお
いて、特に原因食物に対する耐性獲得において、制御性 T細胞は重要な役割を担うと考えられてお
り、葛根湯はこの制御性 T細胞を効率的に腸管粘膜に誘導し、OIT治療効果を高める可能性が示さ
れた。 
以上のことから、皮膚および消化管での抗原特異的アレルギーモデルにおいては、Th2型サイト
カインの増加によって誘導される症状発症に関与する主要な責任細胞が異なり、異なった病態形成
機序が存在することが明らかとなった。従って、皮膚アレルギーに対しては、好酸球の浸潤を抑制
するため MIF が新規治療標的となる可能性が示され、食物アレルギーに対しては、OIT と葛根湯
の併用治療による制御性 T細胞の誘導亢進が有用であることが示された。すなわち、これらのアレ
ルギーモデルは同様の抗原特異的アレルギーモデルであるが、誘導部位が異なるとその発症責任細
胞や病態形成機序も大きく異なり、さらに治療薬が無いあるいは治療薬が乏しいこれらのアレルギ
ー疾患に対する今後開発するべき有用な治療薬プロファイルも大きく異なることが明らかとなっ
た。 
本研究成果は、根本的治療法が存在しないアレルギー疾患に対する新しい治療標的分子の探索、
ならびにアレルゲン特異的免疫療法の有効性の亢進と臨床応用への発展に貢献すると考える。 
 
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
皮膚と消化管は共に外界とのインターフェイスに位置し、常に細菌等の微生物や異種抗
原等の様々な侵襲に曝されている。皮膚と消化管には生体防御の最前線として、これらの
侵襲から生体を守るために、全身免疫系とは異なる独自の免疫系が存在し生体バリアとし
て機能している。皮膚では、病原性の外来抗原に対して、皮膚バリア構造がこれらの抗原
の侵入を阻止し、さらに皮膚組織特異的なランゲルハンス細胞などの免疫細胞は先制的に
抗体産生を誘導する。消化管では、樹状細胞やマクロファージ、各種リンパ球が病原性微
生物等の排除に働き、一方で食物抗原等の生体にとって有益で無害な抗原に対しては、免
疫寛容を誘導する。近年、アレルギー疾患の患者数は急増しているが、根本的な治療方法
は確立されていない。 
そこで申請者の長田夕佳さんは、花粉特異的アレルギー性皮膚炎病態モデルおよび卵白
アルブミン（OVA）特異的食物アレルギー病態モデルを用いて、免疫応答に関与する免疫
細胞やサイトカイン等に関して、アレルギー症状が誘導される末梢組織（皮膚および消化
管）の違いによる相違点や類似点を検討するとともに、これらの基盤的研究に基づく根本
的治療法の確立に繋がる新しい薬物治療方法について検討した。 
 本研究の骨子および審査結果は次のとおりである。 
1. 花粉特異的アレルギー性眼周囲皮膚炎モデルにおけるマクロファージ遊走阻止因子 
(MIF)の病態生理学的役割 
炎症性サイトカインであるMIFは、同時に多くの生理反応に密接に関与する重要な生理活
性物質であり、 MIFトランスジェニック(MIF Tg) マウスおよびMIFノックアウト(MIF KO
)マウスを用いて花粉特異的な眼周囲皮膚炎・結膜炎モデルを作製し炎症部位への好酸球浸
潤におけるMIFの役割を検討した。 
その結果、野生型マウスに比較してMIF Tgマウスでは花粉特異的な好酸球浸潤の有意な
亢進を、MIF KOマウスでは好酸球浸潤の有意な抑制を認めた。また、eotaxinやIL-4, IL-13
等の遺伝子発現についても野生型マウスに比較してMIF Tgマウスで有意な発現亢進、MIF 
KOマウスで有意な発現抑制を認めた。さらに，線維芽細胞を用いた解析から、MIF，IL-4
およびIL-13 の添加によりeotaxinタンパク産生の亢進を認め、さらに、CD74 siRNAの導入
を行うことで、MIFによるeotaxinタンパク産生の亢進の有意な抑制を見出した。 
本研究の結果から、好酸球浸潤の制御を介した花粉アレルギーの抑制において、MIFの阻
害またはCD74の阻害が有用である可能性を示した。従って、マスト細胞の活性化抑制を中
心とした抗アレルギー薬とは異なる作用機序で、MIF作用の阻害は今後の新しい治療選択肢
の１つになる可能性を示した。 
2. 食物アレルギー病態モデルを用いた食物アレルギーに対する経口免疫療法モデルの確
立と葛根湯との併用治療の有効性の検討 
食物アレルギーは未だ治療方法が確立されておらず、治療方法は症状を抑える対症療法
や原因抗原除去食による食事療法に限られているため、早急な治療方法の確立が強く求め
 られている。食物アレルギー疾患に対する経口免疫療法(OIT)は有望な根本的治療法として
期待されているが安全性と有効性には未だ多くの問題点があり研究段階の治療方法とされ
ている。 
申請者が所属する研究室では、食物アレルギーモデルを用いて、葛根湯が粘膜型マスト
細胞の浸潤の抑制および結腸での制御性T細胞(Foxp3+CD4+細胞) の誘導を介してアレルギ
ー症状の発症を抑制することを明らかにしている。そこで、マウスOIT治療モデルを確立し
、OIT実施時での葛根湯の併用投与の効果を検討した。 
OVAを食物抗原とした食物アレルギー病態モデルを用いてOITモデルを作製した。OIT群
では未治療群に比較してアレルギー症状の発症率が有意に低下して治療効果を認めた。OI
T+葛根湯群では発症率がさらに低下し未治療群およびOIT群と比較して有意に治療効果の
亢進を認めた。各群のマウスの結腸で網羅的遺伝子発現解析を行った結果、未治療群で発
現上昇を認めたTh2型免疫応答関連遺伝子はOIT群で有意に低下し、OIT+葛根湯群ではさら
に有意に低下した。また、OIT+葛根湯群では粘膜型マスト細胞の指標であるmMCP-1の血漿
中濃度の有意な低下を認めた。さらに結腸での制御性T細胞の割合は、未治療群に比較して
OIT群で有意に増加し、OIT+葛根湯群ではさらに有意に増加した。また、レチノイン酸分解
酵素CYP26B1の遺伝子発現がOIT+葛根湯群で有意に低下した。 
以上のことから、OITと葛根湯の併用療法は、葛根湯による腸管への効率的な制御性T細
胞の誘導を介して、腸管における粘膜型マスト細胞の脱顆粒の抑制やTh2型免疫応答の過剰
な亢進の抑制を誘導し、OIT治療効果を高めることを明らかにした。従って、OITに葛根湯
を併用することは、現在、食物アレルギーに対するOITで問題になっている十分ではない治
療効率を改善する可能性を示唆した。 
本研究では、皮膚および消化管での抗原特異的アレルギーモデルにおいて、Th2サイトカ
インの増加によって誘導される症状発症に関与する主要な責任細胞が異なり、異なった病
態形成機序が存在することを明らかにした。皮膚アレルギーでは好酸球の浸潤を抑制する
ためMIFが新規治療標的となる可能性を示し、食物アレルギーではOITと葛根湯の併用治療
による制御性T細胞の誘導亢進が有用であることを示した。食物アレルギーの発症において
もMIFの関与が示唆されたが、OITの治療機序の検討ではMIFの発現に変化は認められず、
MIFとOITによる免疫寛容の誘導機序との関連性は低いことが示唆された。 
本研究成果は、根本的治療法が存在しないアレルギー疾患に対する新しい治療標的分子
の探索ならびにアレルゲン特異的免疫療法の有効性の亢進と臨床応用への発展に貢献する
と考える。 
主査および副査は、申請者である長田夕佳さんに面接試験を行うと共に、論文内容につい
て審査を行い、博士（薬科学）を授けるに値すると判定した。 
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